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i diagnostic da I'atherosclaroee. 

© Precede Immunometrique pour le dosage de partlcules de 
lipooroteine comprenant de rapollpoprotelne B (apoB) et au 
molns une autre apolipoproteine, anticorps monoclonaux 
antillpoprotelne (a) (antl-Lpla)), et application de ce procede au 
diagnostic de ratherosclerose. 

Cette methode de dosage comprend la mise en presence 
d'un ftulde blologique contenant 6ventuellement lesdites partl- 
cules de ttpoprotelne avec deux anticorps differents. a savolr 
d'un premier anticorps cholsl dans le groupe qui comprend lea 
anticorps dlrlges contre une autre apolipoproteine que I'apoB 
, complete et les anticorps dlrlges contre un fragment ou un 
epitope daflnl de I'apoB, qui capture la partlcute de Upoprotetne 
a dosar et d'un deuxleme anticorps anti-apoB complete 
marque de maniere approprtee, la presence des particulas de 
lipoproteins etant revelee par une technique approprtee, 
notamment EIA, RIA. reaction d'aggtutination, fiuorfmetrie. 
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PROCEDE IMMUNOMETRIQUE TOUR LE DOSAGE DE PARTICULES np i mnnan^^ „ 

d'attribuer a certalnes d'entre alias IimoA-i ^8^21! q f ®? "Pollpoprotelnes, ont permis 
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dlfferente. A savoir d'un premier antlcorps cholsi dan! to , ^0^^^^^™ !S r t,COrps 20 

pjSf 6 aU,r ° d,8P08,t, ° n * - - — « ^euvre. iJ^J^rlKi^ 
nSSST 8U,re d,8PO8lt,0fl * W ^ * m ' 8e W ° 8UWe< prwnier •* « «"«corP8 

JSSbST ^ BU,re d,8P08it,0n * 06 m,8e 00 MUVre * an,,cor P 8 •* « antlcorps 

LVolfn"!,^ ™ V f°T °! , 8 oc,onal ' u " m6la "9e d'antlcorps monoelonaux. 
anSo^s ^ SrS S^oTaXiT 80 " * * ^ 8 "»"""«■"• * ""•«"• 

«iz;:sc;sis;r de ,a m6,hode con,orm8 8 — •«« 

substances fluorescentes. les substance* radioactlves ou des blltoSd! tateY iprcpTees ^ ' 
co^t?^.? 8 * "^P^ 1 " 9 «» **• revelee sol. par "deSp^eS d'une reaction 

S^J 8 --!? a n, t8 .f u 1* 10 *"*PPw*nt d'une reaction d'aggtutlnation. 
Conformement a I'inventlon. lorsque le premier antlcorps est un antlcorps antl-aoola) et le demtiAma 

un antlc^ anti^DoEetledeuxlerne antlcorps est un antlcorps Ste ffi 
^l 88nt8 J nvon,,on a ega,8m8nt P° ur *W «ntteo%s an»Jp(a ? ^Stdrtsds Sn ^^11?^ 

SS^ 8 "^ 

Irmn^SwTCw? ' e " M ^ ,eSd,t8 8ntlC0 ' P8 monoc,onaux «* *• 
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com^vi^^ Sptta^de SSSSS^ * 18 d ° d0Sa9e ^-oenzymom 6 t riq ua 

apoE ;'""n«corpsant^^^^ antl^poail, ,es anSco^Tant 

Selon un autre mode de realisation aramaMuyK!." i apoB ^ , ,8S antteor P s antl-epl.ope d'apoB 
est immobilise sur un support liid^rSS ^^^^^ nXa ^^ te ^^^^ 
analogues. w appropw. notamment des plaques de mlcrotltratlon, des WlleTou 

* anS^ST 8 * rtaH8a,i ° n * « * * Prt-te Invention, ,ed,t premier anticcrps e* un 

anS^ocSnr m °* * * «"*— « "nvention. led,, premier anticcrps es, un 

an^^r 9 * reaHSati0n * « C0nf °- 8 " * P^ente mventlon. ,edl, prefer antteorps est un 

monoclonal anti-apcB compST 8 1 lnwn «°n- deuxlenw antlcorpsTunSKps 

^XS^ES^ « — «"» * ''invention. ,e deuxttme antlcorps est un anticcrps 
JS^'SZgt * re8 " 88,,0n aVan,a8dUX dU W, > te ""corps est couple a un systems 

u*£tre^ 'orsque ,e deuxleme antlcorps es, c^e a 

lipoprotein*. u'nTqtant.te appro'p^^^^^^ * te 2 mSX£- 

flu^er^r * * * te — n- est coup,* Z e 

Wen entendu. toutefols, que ces exemolea "aont aSSI" .*!. enoauvredeta P reMn t« Invention. II dolt dtre 
••invention, dont lis ne constituent rK^MjSl ffioT * ^ d ' ,,,U8tra,,0n * ,,ob ' et * 

EDTA 0.27 mmol/l, acide amlnocaprolque 08 imMS£SS^ consarvateurs (ooncentrat|on8 fln ^ 
centrifuges pour separer les STJl^ZiSSS^^' 6 * fllUte,h,on 0,3 m ™"» et 
» etre utilises dans les 48 heures on sontcongeWs i 7%£c * PlMma 801,1 cor »erves » 4°C et dolvent 

Exemple 2 : Isolenwnt et Purification des part.cii.es d* Ln/a) 

deux fob 24 taun. . ,00 000,0 ot .To ito ™ SiJlJiiSr^? P 0 ""*"" aolHe. putt centrifuge 
Po» la purification, on. cotann. « Mp1^(J^ , ^^^ B •,2^ , :i l, •™ «"> <"> ««■ » n 

fraction, d. 5 ml. owe un debit de 8 ml/h au dott de 24 heures. La collects s'effectue par 
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EXemP ' 8 3 : PrtparBtlon des "**P» monodonaux anti-apofa) eontermes a Invention : 

A. Purification de l'apo(a). ^ 
£ JK?,,,*! ' a f a) e " richie eorrform«ment a I'exempie 2 est traitto comme suit • 

concentration finale da 10 mM 1 ' 80us fomi9 a 0 "* 8 «» *» manlere a obtenlr une 

ie " 

B, Production des anticorps monoctonaux antl-Lp(a), ,5 
1°) Immunisation : 

rtponses immu^ogiques J££t££l pSSSSS!tmZ^ ^ S8i9n6e8 P0Ur v6ri " ar tes 
. 2°) Obtention des anticorps monoctonaux : 
- Fusion : 2S 

- Oonage : 40 
Les pults positlfs sont clones par dilution llmlte. 

• Production de liqufde d'asclte. 
Deux methodes ont ete utflisees 
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Les eel! Whybrides d6vel ppent une asdte chez tes souris^e liquid© d'asdte est riche en antteoros 
monodonaux. 

La seconds methode est p!us adaptee pour une production en masse. Dans une premiere etaoe on 
developpe par injection sous-cutan6e de 2 * 3.10* cellules, une tumeur dans un delai de 15 jours. Cette fcjmeur 
es le siege dune multiplication cellulalre tres Importante. Aprds pretevement, la tumeur est broyee les 
ceUuies sont favees par du milieu Oulbecco puis injectees par vole intra-perit neaie * des souris Balb/cnon 
pristanis6es Une tumeur peut permettre (Injection de 8 * 10 souris. Une autre souris etant dans le meme 
temps injectee par voie sous-cutan6e afin d'entretenir le cycle de production. 

Dans tes deux methodes, le llqulde d'asdte est recueilll puis centrifuge a 3000 tr/mn (10 mn). seul le 
sun^eant est recueiill. ^addition de 10"* M de PMSF permefd'lnhiber rlction de proSases S s^age 

r6cS° ChaqUe ° l0nQ K ° 1, K08, K0? 8t K09 Un V ° IUme lmportant de llquWo d ' ascite a 6 * 6 

3°) Purification des anticorps monodonaux : 

- Precipitation au sulfate d'ammonium 

Lus ascites sont additionnees d'une solution de sulfate d'ammonlum & 50<Vb (P/V) 
Deux precipitations successives sont effectuees. Une partie de I'albumine ainsl que I'hemogloblne sont 
ainsl eimlnes. Le dernier precipite est repris dans un volume minimum de solution de chlorure de sodium0 15 
M et diatyse une nuit contre la meme solution. i» 

- Purification sur colonne d'afffnit6 

La seconds etape est la purification proprement dite des IgQ par chromatographie sur proteine 
A-S6pharose. Une quantity optimale de prolines ressoiubllisees est deposee sur une colonne equilibree par 
une solution tampon da phosphate de sodium 0,10 pH 8, puis incubee au minimum 30 mn 4 temperature 
amblante. La coionne est ensuite lavee avec la solution tampon d'equllibre puis etuee avec une solution 
tampon cltrate-citrlqro de sodium 0,1 M pH 3, Toutes les classes d'lgQ sont 6luees. L'6luat est Immediatement 
neutralise par une solution 1 M de phosphate dhpotassique (KaHP0 4 ). La colonne est reequilibree par le 
tampon Initial. La fraction d'lgG est dlafyses contre une solution de PBS 0,1 M pH 7,2 avant stockage * -20°C 

Les anticorps monodonaux subissent un test raplde de spftclflcltt par la technique EUSA contre l'apo(a) la 
Lp(a), les LDL et les HDL, puis sont caracterlses et utilises pour le dosage Immunoenzymatlque de la partlcule 
Lp(a). 

Le tableau I ci-aprds montre le contrdle de speclflcltd des anticorps monodonaux antl-Lp(a) par ELISA 
dlrecie : 



TABLEAU I 





D.O. 492 nm 


Ag 


AcM 


K01 


K06 


K07 


K09 


Apo(a) 




1,0 


1,1 


0,9 


1,1 


Lp(a) 




1,1 


1,5 


1,0 


1.4 


LDL 




0 


0 


0 


0 


HDL 




0 


0 


0 


0 



Exempts 4 : Caracteriaatlon des anticorps monodonaux antUspo(a) : lour affinlt* vIs-A-via ds la Lo(a):B et 
du plasminogens. 

Ces anticorps montrent une reaction crolsee avec le plasminogens, 

Les constantes de dissociation ont ete determlnees comme decrit par FRIQUET et al. (J. Immunol 
Methods, 1985, 77, 305-319). 0,1 ml d'anticorps (30 ng/ml de K07 ou de K09) sont Incub6s avec 0,1 ml de 
Lp(a):B ou de plasminogens e dlff6rentes concentrations. Apres 15 heures d'lncubatlon e la temperature 
amblante, 0,1 ml du melange est transfer et Incube pendant deux heures A 37° C dans les pults de plaques de 
microtitration prealablement endultes avec de la Lp(a):B purlfi6e. L'antlcorps lie est d6tecta e I'alde d'une 
immunoglobuline de lapin anti-sourls marquee * la peroxydase. La constante de dissociation Ko est caJculee 
au moyen de requatlon de SCATCHARD. On observe des differences Importantes entre I'afflnite des anticorps 
monodonaux K07 et K09 vis-A-vis de la Lp(a):B et du plasminogens. Les resukats sont presentes dans te 
tableau II ci-apres ainsi que sur la figure 2. 
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TABLEAU II 





Kd 


Ag AcM 


K07 


K09 


K07 + K09 


Lp(a):B v 
Plasminogen 


0,87 x 10-"M 
0,45 x 10-*M 


0,29 x 10-i°M 
0,47 x 10~ 7 M 


0,32 x 10-iOM 
0.47 x 10" 7 M 



Laflgure2 represents > les constantesde dissociation calculees parl'equation de SCATCHARD modlflee • la 
courbe 1 repres^nte la liakon de la Lp(a):B avec un melange d'antlcorps monoclonaux antral K07 + 
SSLSrS Si iS5"*"** ,a du Plasmlnogene avec un melange d'antlcon^Soctonai 
< K07 + KW > • v correspond a la fraction d'antlcorps He et a a la concentration d'antigene libre 

Ces antlcorps monoclonaux anthapo(a) presentent une afflnlt6 Importante pour l'apo(a). 

Exemple 6 : Preparation des antlcorps polydonaux anthepoB complete : 

Ces antlcorps sont prepares chez le lapin. et la fraction IgQ est purine par precipitation au sulfate de 
sodium suMe d'une chromatographle d'afflnlte. 

Les antlcorps polyclonaux anti-apoB purifies sont couples avec de la peroxydase de maniere a former un 
conjugue. 

Exemple 6 : Preparation de I'antfcorpa ollgoelonal antKapoB complete. 

Les antlcorps monoclonaux contre I'apoB sont obtenus par fusion de cellules myAtomateuses SP2/0 et de 
^ u, f® 8 P' 6 "^ u ?f obtenues A partir de souris Immunises avec des LDL Les antlcorps dAnommAs B04 B05 
B06, B07. B18 et B19 sont spAdfiques de I'apoB et ne reaglssent avec aucune autre protelne du Dlasma Leurs 
epitopes sont localises sur les fragments de la thromblne T1/73 de l'apo-B100. 

Le melange d'anticorps monoclonaux antl-apoB sont couples avec de la peroxydase de maniere A former un 
conjugue. 

Exempts 7 : Dosage Immuno-enzymologlque sAloctir de la particule Lp(e) :B, le premier antlcorps etant un 
melange dee antlcorps antl-apo(e) monoclonaux K07 et K09 (antlcorps ollgoelonal) et le deuxJAme 
S^ 0 ^? *£5 un mAlange d'anticorps monoclonaux (ou antlcorps ollgoelonal) antl-apoB (B04, BOS, B06. 
B07, B18, 819), marque * Ka peroxydase. 

Le dosage Immunoenzymologlque selon I'inventlon utilise la technique sandwich dAcrite dans le Brevet 
Hybritech n° 24 87983 du 3 aoQt 1981. 

- Courbe d'Atalonnage. 

Le standard primalre correspond A des partlcules de Lp(a):B conformes A I'exemple 2. exprimant des 
antlgenes apo(a) et apoB (figure 3), est utilise pour etalonner un pool de 50 plasmas du commerce. La zone 
Hneadre de dosage de la courbe standard s'etend de 0,06 A 0,40 ng/ml. La figure 3 represente la courbe 
d etalonnage des partlcules de Lp(a);B purffiAes et comporte en absclsse la concentration en antlgenes en 
ug/ml (particules de Lp(a) :B : courbe 3 ; plasmlnogene ou LDL : courbe 4) et en ordonnee I'absorbance * 492 
nm. La densitA optique d'un Achantillon negattf correspond A 0,050. 

- Dosage proprement dit : 

. des plaques de mlcrotitration en polystyrene (Costar 3590) sont endultes la vellle au solr, A temperature 
ambiante, avec 0,1 ml d'un melange d'anticorps monoclonaux anti-apo(a) conforms A I'exemple 3 (melange 

^2? monoclonaux K07 et K09 « dans ur » rapport molalre 1:1), A une concentration de 20 ug/ml.dans 0,1 
M de PBS j 

. le pool de plasma standard est dilue de maniere A ce que la concentration en particules de Lp(a)B sclt 
comprise entre 0,06 et 0,40 ug/ml et les Achantillons de plasma A doser sont diluAs au 200Ame, au 600Ame et 
au 3 200Ame dans du PBS-BSA 1<Vb ; 

. les plaques sont rincAes 4 fols avec du PBS. avant d'additionner 100 ul d'Achantillon ou de standard sur les 
parols des pults, I'incubation Atant alors poursuMe A 37°C pendant 150 mn • 

'J2Z?2«? avec du PBS ' °' 1 ml de conjuguA (antlapoB/peroxydase A 1 mg/ml) diluA au 1/1000 dans du 
PBS-BSA A 1 <Vb, est ajoutA et IncubA A 37°C pendant 120 minutes ; 

. les pults sont A nouveau rlncAs avec du PBS, puis on ajoute 0,1 ml d'une solution d'un substrat de la 
Peroxydase (O-phAnyiAnedlamtne 3 mg/ml et H2O2 cqncentrA 0,64 uJ/ml dans un tampon citrate-phosphate 0,1 
1 n riir 9 . aU ^ de 30 mn ' * robscurit6 . d6veloppe une reaction colorAe. La reaction est Interrompue 
par I addition de 0.1 ml de HCI 1 N et I'absorbance est dAtermlnAe A 492 nm. 

Exemple 8 : SpAciflcltA du prrcAdA conforme A nnventlon vla-A-vts de la Lp(a):B. 
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a) Interference avec le piasmin gene . 

La specificite des anticorps a ete etablie en m surant I'affinite du melange d'anticorps m noclonaux 
anti-apo(a) K07 et K09 vis-a-vis de Tap (a) de la particule Lp(a):B et du piasmin gene (exemple 4). 
Cependant. pour montrer la grande specified du procede, il convient d'etudier I'eventuelle interference du 
5 plasminogene. 

Pour esttmer ('interference dans (esc nditions du precede de dosage c nf rme a rinvention, une inhfbiti n 
c mpetitive est realisee en presence d la Lp(a):B purifiee et du plasminogene purifie. Les essals de 
competition sont realises pour une concentration constante de Lp(a):8 et une serie de concentrations 
differentes de plasminogene ; on ajoute et on incube 0.05 ml de Lp(a) a 0,06 mg/dl et 0,05 ml de plasminogene 
W a des concentrations comprises entre 0.1 et 80 mg/dl a des puits prealabtement enduits d'un melange 
d'anticorps anti-apo(a) K07 et K09. 

On determine ensuite la quantite de Lp(a):B liee comme decrit precedemment (voir exemple 7). 

La figure 4 represente I'eventuelle interference du plasminogene dans les conditions du procede conforme 
a Hnventlon de determination des particules de Lp(a):B. 
15 Les resultats sont exprimes par B (presence de plasminogene)/ BO (absence de plasminogene). 

La figure 4 comporte un abscisse la concentration en plasminogene (mg/dl) et en ordonnee le pourcentage 
de particules Lp(a):B liees. Comme le montre cette figure, le plasminogene a haute concentration (40 mg/dl) 
pourrait inhiber jusqua 56 o/o de la liaison de la Lp(a):B. Cependant a une concentration de 1.25 mg/dl. 
Inhibition est d'environ 180/b. Comme ce taux de plasminogene correspond generalement a la dilution au 
20 1/40 du plasma, qui contient des taux de plasminogene relativement constants (47 ± 7 mg/dl) et comme dans 
la pratique on n utilise que cette dilution pour la determination de taux plasmatiques tres faibles de Lp(a) :B ( < 
a 0.1 mg/dl). it apparaft que ('interference du plasminogene est evite dans le procede conforme a Tinventi n. 

De plus, comme montrd dans i'exemple 3, une difference nette est observee dans I'affinite des anticorps 
K07 et K09 pour la Lp(a):B et du plasminogene, figure 1. 

25 

b) Specificite des anticorps anti-apo(a) : comparison avec le standard secondaire par I'etude de I'expression 
des epitopes reconnus par les anticorps monoclonaux K07 et K09 sur les Lp(a) :B de differents plasmas et sur 
le standard secondaire. 

Pour diminuer I'eventuelle influence de l'heterogen6lte de rapo(a) sur I'expression d'un epitope, on utilise 
30 un melange d'anticorps monoclonaux K07 et K09. L'expressten concomltante de ces epitopes est determinee 
sur dix plasmas differents ayant des concentrations en Lp(a):B comprises entre 1 et 40 mg/dl. La methode 
d'inhibition competitive telle que decrite dans I'exemple 4 permet egalement de determiner I'expression des 
Epitopes des anticorps monoclonaux K07 et K09. Les pontes des courbes d'inhibition competitive sont 
similaires et exprimees en fonction du logtt de B/Bo (anticorps lie/antlcorps libre) et sont comprises entre - 1 ,8 
35 et - 2,15 avec une valeur moyenne de - 2; la pente typlque d'un pool de plasma Lp(a) :B est de - 2,05 (figure 5). 
Ces resultats suggerent que les epitopes K07 et K09 sont exprimes similairement sur les Lpja) de differents 
individus. 

La figure 5 comprend en abscisse la concentration en Lp(a) :B exprimee en ug/ml et en ordonnee le loglt de 
B/Bo. 

40 Pour determiner I'immunoreactivite des Lp(a):B individuelles. la Lp(a):B a ete mesuree dans dix plasmas 
ayant une concentration en Lp(a):B comprise entre 1 et 40 mg/dl. Les courbes ELISA obtenues. exprimees 
par le logit de la densite optique a 450 nm, presentent des pontes comprises entre 1 ,85 et 2.30 avec une valeur 
moyenne de 2.15. La pente du standard secondaire est de 2,12. 
Pour estimer la precision de I'essai. differentes quantites de Lp(a) :B purifees (5, 20. 50 \ig) ont et6 aj utees 

45 a trois plasmas presentant des taux differents en Lp(a):B (1, 10, 30 mg/dl). La precision est de 85 a 100 o/o. 

c) Etude de la repetabilit6 et de la reproductibilite du procede. 

La precision de la methode a egalement ete exploree en mesurant neuf plasmas dix fois sur la m§me plaque 
de microtitatton, de maniere a obtenir le coefficient de variation (CV) intra-essai (repetabllite) (valeur moyenne 
50 de CV intra-essai = 4.7 o/o). Ces plasmas ont egalement ete testes trois jours de suite de maniere a obtenir le 
coefficient de variation inter-essai (reproductibilite) (valeur moyenne de CV inter-essai = 9,6 o/o). 

L'effet du stockage a -20 c sur les Lp(a):B plasmatiques a et6 etudi6 sur les m§mes neufs plasmas a des 
jours differents. Le coefficient de variation est de 9,8 o/d. 
Les differents coefficients de variation sont faibles et montrent done la precision et I'interet du pr cede 
55 conforme a invention . 

Exemple 9 : Preparation des anticorps potyclonaux antl-apoCIII et antl-apoE. 

Des antiserums sont produits chez le lapin. 

Une purification preliminaire des anticorps est realisee par precipitation dans du Na2S04 et purification par 
60 chromatographic d'affinite utilisant l antigene correspondent pur couple a du Sepharose 4B actrve-CNBr. 

Exemple 10 : Dosage immunoenzymometrfque sfelectlf de la particule LpCllhB, le premier anticorps 6tant 
un anticorps antl-apoCIII et le deuxleme anticorps etant un anticorps ollgoclonal cntl-apoB. 

96 puits de chaque plaque de microtitration en polystyrene sont laves trois fois avec 0,1 M de PBS. 
65 Les plaques sont enduites avec des antic rps anti-apoCIII. Chaque puits est enduit avec 0.1 ml de s luti n 
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incubation pendant una nuit ft temperature ambtante. 1 

JUS ™f ? e L plaqU ? i en * mes V** 9 fote avec du PBS 0.1 M. 0.1 ml d'echantillon ft doser ou de 
standard sont ajoutes, puis on incube 2 heures ft 37° C. Les plaques sont ft nouvaau laveeset oi mi 
droops antt-apoB est ajoutft dans ohaque putts, puis on incube 2 heure^ft 3T S ^ plaques son, 
et sechtes par aspiration. Puis 0.1 ml d'une solution de substrat esf ajoutee dans chaque putts etterftS 

addition de 0.1 ml de HO 1 M et les abs rbances sont lues ft 492 nm. 

pWmal 68 en ant l cor P s Pew Induction est de 16 ng/ml pour I'antl-epoCIII. 
U dilution opttmale pour le conjugue antl-apoB est de 1/4 000. -«t~v<«. 

Cette methode permet de doser des particutes de lpCIII:B presentes dans un echantillon ft des 
concentrations comprises entre 10 ng/ml et 200 ng/ml. ■wwmnran a aes 

antieorps antt-apcE Immobilise et le dewttme antlcorps etant un antteorpe oligoclonal ■nil-«noB 

, u p ™^ est . W8ntique & celul de '' exemp!8 10 " 18 ^^^^^XsZ^p^T 

P™ 0 ** *» dosage Permet de doser des particules de LpE:B presentes dans un echantillon ft des 
concentrations comprises entre 20 ng/ml et 500 ng/ml. wwwniwon a aes 

U figure 6 montre des cpurbes standards typlques tant pour les particules LpCIICB que pour les particules 
^E:B.Eltecomporteenabsdssetaconc^^ 

Lacourbe 1 correspond aux particules de LpCIICB et la courbe 2 correspond aux particules LoE B . 
Ainsl que cela ressort de ce qui precede. I'lnventlon ne se flmtte nullement ft ceux de ses modes de mlse en 
oeuvre et duplication qui vtennent d'etre dftcrits de facon plus explicits ; elle en emSraSe a «re 

££ S T^lttr* 4 resprit du technlc,en en 18 *™ ^ du -iSK 

Revendlcatlons 

1°) MMwda de dosage Immunomdtrlque de particules de llpoprotdlne comportant de I'apollpopro- 
ttlne B (apoB) et au moins une autre apolipoprotdlne, dans un fluids blologlque, caractdrlsdeen ce que 
lesdites particules de lipoproteins sont mlses en presence de deux antlcorps different. a savolr d'un 
premier ant corps choisi dans le groupe qui comprend les antlcorps dlrigds contra une autre 
apolipoprot6ine que I'apoB complete et les antlcorps dlriges contre-un fragment ou un dpltope ddftni de 
I apoB qui capture la particule de llpoprotdlne a doser et d'un deuxldme antlcorps antiipotT complete 35 
marqud de manlere appropriee et en ce que la presence des particules de lipoproteins est rdvdlde par une 
technique appropriee, notamment EIA, RIA, reaction d'agglutination. fluorirr^trie. 

2 ) Methode selon la revendication 1 t caractdrisde en ce que le premier antlcorps est choisi dans le 
groupe qui comprend les antlcorps antl-apoAl, les antlcorps antl-apoAII, les antlcorps antl-apoCIII, les 
antlcorps antl-apoEet les antlcorps anti-apo(a). ^ ' 

3°) Methode selon la revendication 1 ou la revendication 2, caractdrisde en ce que ledlt premier 
antlcorps est immobilise sur un support sollde>proprfd, notamment des plaques de micromotion, des 
owes et analogues. 

4°) Methode selon Tune quelconque des revendlcatlons 1 a 3, caracterisee en ce que ledlt premier 
antlcorps est un antlcorps polyclonal, ¥ ^ 

5°) Mdthode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 & 3, caracterisee en ce que ledlt premier 
antlcorps est un antlcorps monoclonal. 

, 6°) Method selon Tune quelconque des revendlcatlons 1 d 3, caracterisee en ce que ledlt premier 
antlcorps est un antlcorps oligoclonal. M 

7°) Methode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 a 6, caracterisee en ce que le deuxieme so 
antlcorps est un antlcorps polyclonal anthapoB. u«u*.«mo ou 

8°) Methode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 a 6, caractdrisde en ce que le deuxieme 
antlcorps est un antlcorps monoclonal anttapoB. 

9°) Methode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 d 6, caractdrisde en ce que ledlt deuxieme 
antlcorps est un antlcorps oligoclonal anthapoB. ^ 

10°) Methode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 d 9. caractdrisde en ce que ledlt deuxldme 
antlcorps est marqud par toute technique appropride connue en sol notamment d ralde d'un ptodult de 
marquage choisi dans le groupe qui comprend les enrymes, les substances fluorescentes, les 
substances radloactives ou des bilies de latex approprfdes. 

11°) M6thode selon rune quelconque des revendlcatlons 1 d 10, caractdrisde en ce que lorsque le 60 
premier antlcorps est un antlcorps antl-apo(a) et le deuxldme antlcorps est un antlcorps anti-apoB la 
particule ddtectde est iaLp(a):B. 

12*) Mdthode selon rune quelconque des revendicatlons 1 d 10, caractdrisde en ce que lorsque le 
premier antlcorps est un antlcorps antl-apoAl et le deuxldme antlcorps est un antlcorps antl-apo&. la 
particule ddtectde est la LpAI:B. 65 
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n JJ1 pdMa . un *2 uelcont > UB *» revendlcations 1 .410. caraeterisee en ee que lorsque le 

B Jitar*It!^. 8e - n , ' une „ <,U8,conq " e d8S revendlcations 1 ft 10. caraeterisee en ee que lorsque le 
15") Methode selon I'une quelconque das revendlcations 1 ft 10, caraeterisee en ce aue lorsoue Is 

I yoP~telne(a). exprimee par leur constante de dissection, Ko. comprise en!i SSI iwZ it Jgi 

H.Jri/ ntiC °5 S ,! el0n ta """"""cation 16, caracterisas en ca qulls sont obtenus par clonaae 
tSEEZXi** * 18 ^5" d9 C0 " ule8 m y 8lomateuses appripriees et SELSZSSl 
u™ n,™ ?' 3 " n "X'sene constltuft par una Lp(a) d'orlglne humalne. en mettantTn oaum 

t'airAr^ ot en 06 que ^ an,,corp8 " 

«2»£&^^ * d0S89e Sel0n '' Une qU8,C ° nqUe revo ™*««™ 1 * V au 

hJ«1L wi OU - 1 0tf J e,, ^ U ,f nSemb J? coordonne - P«* * ''emplol. pour la mlse en oeuvre du precede de 
h.^ 9 ^* ,CUl0 A d f ,ip °P ro,e,ne •*» |,une quelconque des revendlcations 1 ft 15. et Implication 
dudlt procede au deplstage de I'atherosclerose selon la revendksatlon 18. caracterlse en « nS 

comprend : ~ 

^nfrf n^ 8 -!^?^ 3 d ' un A P remier ?" tlcor Ps cholsi dans le groupe qui comprend les anticorps dlrlges 

SSC SSISiSb • que ^ comp,ete et ,es antlC0,ps d,ri9es °° ntre un ^S™" 1 ou un 

- \n£^SSSS ^ S d U " d8UXl8m8 an,lcor P 8 antl-apoB complftte. marque de maniere approprlee ; 

- des quantltes utiles de tampons appropries pour la mlse en oeuvre de ladlte detection ; et 
" ™ , tU J!l tem . 9nt . d0 * moyens * rtve'a" 0 " <«» «a presence de partlcules de lipoprotein. 
n JrJnZ!f^!L*IT nfilC * >0 « 19, ?f? ct6rte6 en 68 <> ue te P reml *r anticorps est cholsi dans le groupe 

JlSoB 0 antl-apo(a). les anticorps anti-fragment d'apoB et les anticorps antl-epltope 

mT2SSSl fVm * Mi ™? lt '** revenaications 19 et 20, caracterlse en ce que le premier anticorps 
analogues *" approprle. notarrumnt des plaques de mlcrotltratlon, des billes ou 

-n^lL^" S . el0n < ' U8l « on 1 ( ' ue wvendlcatlons 19 ft 21, caracterlse en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps polyclonal. • 

23') Kit selon I'une quelconque des revendlcations 19 ft 21, caracterlse en ce que ledlt premier 
anticorps est un anticorps monoclonal. 

.J!0.~ ?' 0n '« ne o-" 9 ! 00 " 0 ."* dM revendlcations 19 ft 21, caracterlse en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps ollgoclonal. 

25° ) Kit selon la revendleation 23 ou la revendicatlon 24, caracterlse en ce que ledit premier anticorps 
monoclonal est un anticorps selon la revendicatlon 16 ou la revendicatlon 17. 

26°) Kit selon Tune quelconque des revendlcations 19 ft 25. caracterlse en ce que te deuxieme 
anticorps est un anticorps polyclonal antl-apoB complftte. 

27°) Kit selon I'une quelconque des revendlcations 19 ft 25, caracterlse en ce que le deuxieme 
anticorps est un anticorps monoclonal anti-apoB complftte. 

28°) Kit selon I'une quelconque des revendlcations 19 ft 25. caracterlse en ce que le deuxieme 
anticorps est un anticorps ollgoclonal antl-apoB complftte. 

29°) Kit selon I'une quelconque des revendlcations 19 ft 28. caracterlse en ce que le deuxieme 
anticorps est couple ft un systftme enzymatique approprle. 

30" ) Kit selon la revendicatlon 29. caracterlse en ce que lorsque !e deuxieme anticorps est couple ft un 
systftme enzymatique. ledit kit comprend comme moyen de revelation de la presence de partlcules de 
llpoprotelne. une quantlte approprlee de substrat com/enable. 

- Klt 8 . el0n Ouefconque des revendlcations 19 ft 28. caraeterisee en ce que le deuxieme 
anticorps est couple ft une substance fluorescente aopropriee. 

32") Kit selon I'une quelconque des revendlcations 19 ft 28. caracterlse en ce que le deuxieme 
anticorps est couple A des billes de latex. 
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